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RESUMO

TITULO DO PROJETO Estudo dos mecanismos de indugdo de apoptose em Echinococcus spp. e sua
relevancia para a identificacdo de novos alvos para o controle parasitario

Orientador: Henrique Bulsemeyer Ferreira
Aluno: Pedro Quartiero Marmontel

1. Introducao:

A equinococose (hidatidose) cistica é uma doenca parasitaria causada pela fase larval de
parasitos cestodeos pertencentes ao complexo Echinococcus granulosus senso lato (s.l.) (Alvarez
Rojas, Romig & Lightowlers, 2014) com aspecto cronico, frequentemente causa morbidade e
mortalidade nos seres humanos. Esta doenca é endémica no Cone Sul, com 200.000 novos casos
diagnosticados por ano (WHO, 2012).

A doenca é causada pela forma larval do parasito (metacestdédeo ou cisto hidatico) e seu ciclo de
vida necessita de dois hospedeiros (Hemphill et al. 2009), um canideo, como hospedeiro definitivo, e
um ungulado doméstico (tipicamente um ovino ou um bovino) ou um primata, incluindo o homem,
como hospedeiro intermediario.

Na regido rural, € comum o reaproveitamento das visceras do animal abatido, usado como
alimento de animais domésticos. Com isto, os protoescolices (PEs, formas pré-adultas), presentes no
cisto hidatico das visceras do animal, sdo consumidos e se diferenciam em verme adulto no intestino do
cdo. Uma vez no intestino, o verme deposita ovos que sao liberados com as fezes, podendo haver a
ingestdao acidental destes ovos pelos seres humanos. Uma vez no corpo, os ovos eclodem no trato
digestivo, liberando uma oncosfera que penetra no epitélio intestinal, seguindo principalmente para o
figado e pulmdes. Nestes 6rgdos se desenvolve o cisto hidatico, e o ciclo se completa.

A doenca pode permanecer assintomatica durante décadas (Eckert & Deplazes, 2004) e, quando
os sintomas aparecem, o tratamento de escolha geralmente é o cirurgico (Garcia, Morod & Schantizd,
2007) sendo necessario o estudo de novos farmacos para o controle e tratamento da hidatidose. Com o
sequenciamento do genoma de trés espécies do complexo E. granulosus s.l.: Echinococcus granulosus
s.s. (genotipos G1), Echinococcus ortleppi (genétipo G5) e Echinococcus canadensis (genotipo G7)
(Tsai et al. 2013, Zheng et al. 2013 e Maldonado et al.,, 2016), foram propostos possiveis alvos
farmacolégicos (Tsai et al., 2013), como cistatinas, quinases e enzimas envolvidas no metabolismo de
nucleotideos, como a enzima ribonucleotideo-redutase (RNR). Contudo, estudos experimentais de
validacdo destas enzimas como alvos terapéuticos ainda nao foram realizados. Este projeto tem como
objetivo avaliar os efeitos de potenciais drogas sobre Echinococcus spp. e a atividade da RNR.

A RNR de Echinococcus spp. possui duas subunidades, uma maior (RNR1, 92,5 kDa) e uma
menor (RNR2, 38,5 kDa). Em Echinococcus spp., assim como em outros organismos, a RNR é
essencial para a sintese de nucleotideos. Sabe-se ja que a hidroxi-ureia (HU) age como um inibidor da
RNR, reduzindo a subunidade RNR2 e tornando a enzima ndo funcional. Outro possivel inibidor da
RNR é 0 COH29, que se liga a subunidade RNR1, impedindo-a de se ligar a RNR2 para formacdo do
tetramero (RNR1),(RNR2)..

O projeto tem como objetivo elucidar a seletividade e o mecanismo de acdo destes inibidores,
através de ensaios enzimaticos e técnicas de biologia molecular. Os estudos que estdo sendo realizados
pretendem averiguar os mecanismos de acao destas drogas sobre Echinococcus spp. Com isso, espera-
se contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos e estratégias terapéuticas para equinococoses,
e outras parasitoses.



2.  Atividades realizadas pelo bolsista:

a) Coleta e processamento de cistos hidaticos e PEs de E. granulosus s.s. e E. ortleppi. Foram
coletados e processados cistos hidaticos de E. granulosus s.s. e E. ortleppi, provenientes de frigorifico
na regido metropolitana de Porto Alegre. Dos cistos, foram obtidas amostras de PEs. Apds a coleta, os
PEs foram lavados com PBS e corados com Azul de Tripan, a viabilidade foi avaliada por microscopia
optica. Os PEs viaveis foram armazenados a 4 °C até a sua utilizacdo. Para determinacdo dos genotipos
e espécies, foi feita amplificacdio por PCR do gene da enzima citocromo-c-oxidase 1 (COX1) e
clivagem com a enzima de restri¢ao Alul.

b) Ensaios in vitro utilizando os inibidores da RNR em protoescélices de E. granulosus s.s. e E.
ortleppi. Foram realizados ensaios in vitro para avaliar a suscetibilidade dos PEs das duas espécies a
concentragoes crescentes dos inibidores HU e COH29. Em cada ensaio, foram usados
aproximadamente 500 PEs em 500 0 L. de meio RPMI com o inibidor HU nas concentracoes 5 mM, 10
mM e 50 mM por 24 h. O mesmo tipo de ensaio foi feito com o inibidor COH29, nas concentracdes de
0,25 mM, 0,5 mM e 1 mM. Posteriormente ao tratamento, a morfologia e a viabilidade dos PEs foram
avaliadas.

¢) Analises protedmicas de protoescdlices incubados com o inibidor da RNR Hidroxi-uréia. Apos
tratamento com HU (50 mM) extratos proteicos de protoescoOlices foram preparados para andlise
protedmica. As amostras obtidas serdo posteriormente analisadas por espectrometria de massas (LC-
MS/MS), para identificacdo e quantificacdo de proteinas.

d) Expressado e purificacdo da subunidade RNR2 da RNR de E. granulosus s.s. A partir de clone
plasmidial recombinante previamente construido pelo nosso grupo de pesquisa, foi realizada a
expressdo da subunidade menor (RNR2) em fusdo com glutationa-S-transferase (GST) na linhagem de
Escherichia coli BL21 pLysE. A proteina recombinante (EgRNR2-GST) foi purificada em coluna de
afinidade Glutationa Sepharose 4B e a porcdo corresponde a GST foi removida por clivagem com a
protease TEV. A quantidade e a pureza da EgRNR2 recombinante produzida foi avaliada por SDS-
PAGE 12%.

3. Objetivos atingidos:

a) Genotipagem de PEs coletados de 10 cistos hidaticos para determinagdo das espécies Echinococcus
s.s. de E. ortleppi.
b) Determinacao da viabilidade dos PEs coletados para selecao de amostras com viabilidade superior a
90%.
c) Avaliacdo dos efeitos de concentragées crescentes dos inibidores da RNR, HU e COH29 sobre a
morfologia e a viabilidade dos PEs.
d) Preparacao de extratos proteicos de PEs tratados ou ndao com os inibidores HU e COH29, para
posterior analise protedmica.
e) Expressao da subunidade RNR2 recombinante de E. granulosus (Eg-RNR2) em E. coli.
f) Purificacdo da proteina recombinante EgRNR2.

Também foi adquirida experiéncia em técnicas de biologia molecular, como a eletroforese e
purificacdo de proteinas por cromatografia de afinidade assim como estudada as bases tedricas do
projeto de pesquisa e atividades previamente realizadas pelo grupo.

4. Resultados obtidos:



a) Foi observada a reducdo da viabilidade dos PEs na presenca dos dois inibidores da RNR (HU e
COH?29) de E. granulosus (s.s), em meio RPMI com a presenca de HU na concentracdo de 50mM e no
meio com 1mM de COH29, apés 24 h.

b) Foram preparados extratos de PEs controle (ndo tratados) e tratados com 50 mM de HU para
posterior identificacdo e quantificacdo de proteinas por LC-MS/MS.

c) Foram otimizadas as condicoes (temperatura, tempo de inducdao e concentracao de indutor) para a
otimizacao da expressdo da EgRNR2 recombinante em E. coli BL21 pLysE.d) A EgRNR2 foi
purificada com alto rendimento (10 mg/L de cultura).

5. Conclusao:

As atividades realizadas no primeiro periodo tiveram papel importante para o treinamento e
aquisicdo de proficiéncia nas principais técnicas envolvidas no projeto de desenvolvimento
tecnoldgico. Foi adquirida experiéncia em técnicas de biologia molecular, como a eletroforese e
purificacdo de proteinas por cromatografia de afinidade, e em técnicas de coleta e cultivo de
protoescolices de E. granulosus.

Como atividades do segundo periodo, serdo realizadas analises por LC-MS MS das amostras de
extratos de PEs tratados ou ndo com HU e COH29, para identificacdo e quantificacdo de proteinas. A
analise comparativa dos resultados de LC-MS/MS devera fornecer subsidios para a elucidacao dos
mecanismos de acao da HU e do COH29 sobre PEs de E. granulosus.

Serdo ainda otimizadas as condi¢des de expressdo da EgGRNR1 em E. coli e purificagdo da
proteina recombinante. Juntamente a EgRNR2 recombinante, ja purificada, sera reconstituida in vitro a
RNR recombinante na sua configuracdo tetramérica funcional (RNR1),(RNR2),, possibilitando a
realizacdo de ensaios enzimaticos in vitro. Com isso, podera ser verificada in vitro a possivel acao da
HU, da COH29 e de outras potenciais drogas inibidoras sobre a RNR de E. granulosus.

Elucidado o mecanismo de acdo destas drogas inibidoras, temos como perspectiva a elaboracao
de vacinas eficientes para equinococose cistica e outras helmintiases. Além de ter grandes beneficios
para a industria pecudria, diminuindo consideravelmente os gastos econOmicos anuais com o
tratamento do rebanho, estes novos farmacos propostos tém potencial de aumentar a eficiéncia do
tratamento da doenca, que geralmente depende de cirurgias bastante invasivas.
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